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Hintergrund der Erfindung 

Die Erfindung betrifft allgemein ein Verfahren und eine 
Vorrichtung zur Durchfiihrung von Analysen. Die Erfindung be- 
trifft insbesondere den Aufbau und die Konstruktion von klei- 
nen, im allgemeinen Einwegmodulen , in denen eine fliissige 
Probe analysiert werden kann. 

In den letzten Jahrzehnten wurden zur Durchfiihrung von 
Analysen bei biologischen Proben fur verschiedene diagnosti- 
sche und Beobachtungszwecke eine groBe Anzahl von Protokol- 
len, Testkits urid Packungen entwickelt. Immunoassays, Agglu- 
tinierungsassays und Analysen, die auf der Polymeraseketten- 
reaktion basieren, unterschiedliche Ligand-Rezeptor-Wechsel- 
wirkungen und eine unterschiedliche Wanderungsgeschwindigkei t 
von Spezien in einer komplexen Probe wurden zur Bestimmung 
der Anwesenheit oder der Konzentrat ion verschiedener biologi- 
scher Verbindungen oder Verunreinigungen , oder der Anwesen- 
heit von bestimmten Zelltypen verwendet. 

Vor kurzer Zeit wurden zur Handhabung biologischer Pro- 
ben und zur Durchfuhrung bestimmter klinischer Untersuchungen 
kleine Wegwerf vorr ichtungen entwickelt. Shoji et al . beschrei- 
ben die Verwendung eines sehr kleinen Blutgasanalysators , der 
aus einem Silikon-Waf er hergestellt wurde. Shoji et al . , Sen- 
sors and Actuators V5 (1988), 101-107. Sato et al . beschrei- 
ben eine Zel If usions technik unter Verwendung mikromechanischer 
Siliziumvorrichtungen. Sato et al . , Sensors and Actuators 
A21 -A23 (1990), 948-953. Ciba Corning Diagnostics Corp. (USA) 
stellten ein mikroprozessorges teuer tes Laserphotometer zum 
Nachweis der Blutger innung her. 

Die Mikroverarbeitungstechnologie stammt von der Mikro- 
elektronikindustrie . Angell et al., Scientific American 248 
(1983), 44-55. Die Mikroverarbeitungstechnologie ermoglich- 
te die Herstellung von mikroverarbei teten Vorrichtungen mit 
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strukturellen Elementen mit minimalen Abmessungen im Bereich 
von Zehntel Mikrometer (die Abmessungen biologischer Zellen) 
bis Nanometer (die Abmessungen einiger biologischer Makro- 
molekiile). Dieser MaGstab wird hier als "Mesoscale"-MaGstab 
bezeichnet. Die meisten Experimente mit Mesoscale-Strukturen 
beinhalteten Untersuchungen der Mikromechanik , d.h. mechani- 
scher Bewegung und Stromungseigenschaf ten . Das Potential von 
Mesoscale-Strukturen wurde in den Naturwissenschaf ten nicht 
vollstandig erf orscht . 

Brunette (Exper. Cell Res. 1 67 (1986), 203-217 und 1 64 
(1986), 11-26) erforschten das Verhalten von Fibroblasten 
und Epithelzellen in Vertiefungen in Silizium, mit Titan be- 
schichteten Polymeren und dergleichen. McCartney et al . (Can- 
cer Res. 4J_ (1981), 3046-3051) untersuchten das Verhalten von 
Tumorzellen in mit Vertiefungen versehenen Kunsts tof f substra- 
ten. LaCelle (Blood Cells j_2 (1986), 179-189) untersuchte die 
Stromung von Leukozyten und Erythrozyten in Mikrokapillaren , 
urn einen Einblick in die Mikrozirkulation zu erlangen. Hung 
und Weissman erlautern eine Untersuchung von fluider Dynamik 
in mikroverarbeiteten Kanalen, zeigten jedoch keine Ergebnis- 
se hinsichtlich einer analytischen Vorrichtung. Hung et al. , 
Med. and Biol. Engineering _9 (1971), 237-245 und Weissman et 
al., Am. Inst. Chem. Eng. J. JJ7 (1971), 2530. Columbus et al. 
verwendeten eine Sandwichanordnung , die aus zwei orthogonal 
ausgerichteten , mit V-formigen Vertiefungen versehenen Schich 
ten zur Steuerung der kapillaren Stromung von biologischen 
Flussigkeiten besteht, urn in einer experimentellen Mehrkanal- 
Untersuchungsvorrichtung ionenselekti ve Elektroden zu trennen 
Columbus et al . , Clin. Chem. 32 (1987), 1531-1537. Masuda et 
al. und Washizu et al. erlauterten die Verwendung einer Fliis- 
sigkeitsstromungskammer zur Manipulation von Zellen (bei- 
spielsweise Zellfusion). Masuda et al . , Proceedings IEEE/IAS 
Meeting, (1987), 1549-1553, und Washizu et al . , Proceedings 
IEEE/ IAS Meeting, (1988), 1735-1740. Im Stand der Technik 
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wurde das Potential der Verwendung von Mesoscale-Mafistab- 
Vorrichtungen zur Analyse biologischer Flussigkeiten und zum 
Nachweis von Mikroorganismen nicht vollstandig untersucht. 

Die gegenwartig zum Nachweis von Mikroorganismen verwen- 
deten analytischen Techniken sind nur selten automatisiert 
und erfordern im allgemeinen die Inkubation eines geeigneten 
Mediums urn die Anzahl der Organismen zu steigern, und verwen- 
den immer visuelle und/oder chemische Verfahren, urn den Stamm 
oder die Sub-Spezies zu identif izieren . Diese derartigen Ver- 
fahren innewohnende Verzogerung erfordert es , daft vor der 
definitiven Identif izierung der Natur einer Infektion medizi- 
nisch eingegriffen wird. Hinsichtlich indus trieller , offent- 
licher Gesundheit Oder klinischer Umgebung konnen derartige 
Verzogerungen schwerwiegende Konsequenzen nach sich Ziehen. 
Es besteht ein Bedarf nach geeigneten Systemen zum schnellen 
Nachweis von Mikroorganismen. 

Eine Aufgabe der Erfindung ist es , analytische Systeme 
mit optimaler Umgebung fur die Reaktion zur Verfiigung zu stel- 
len, die eine Probe im Mikrovolumen analysieren, Substanzen, 
die in sehr geringen Konzentrationen vorliegen, nachweisen, 
und analytische Ergebnisse schnell erstellen konnen. Eine an- 
dere Aufgabe besteht darin, leicht in Massen her zus tellende , 
nach einmaligem Gebrauch wegwerfbare, kleine Vorr ichtungen 
(beispielsweise weniger als 1 Milliliter Volumen) mit funktio- 
nellen Elementen im Mesoscale-Maftstab zur Verfiigung zu stel- 
len, die zu schnellen, automatisierten Analysen im Bereich 
von biologischen und anderen Anwendungen befahigt sind. Eine 
weitere Aufgabe der Erfindung ist es, eine Familie derartiger 
Vorrichtungen zur Verfiigung zu stellen, die individuell dazu 
verwendet werden konnen, einen Bereich schneller klinischer 
Untersuchungen , beispielsweise Untersuchungen auf bakterielle 
[Contamination , Virusinf ektion , Spermienbeweglichkeit , Blut- 
parameter, Verunreinigungen in Nahrungsmitteln , Wasser, oder 
Korperf liissigkeiten und dergleichen einzurichten . 
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Zusammenf assung der Erfindung 

Die Erfindung liefert Verfahren und Vorrichtungen zur 
Analyse einer fliissigen Probe. Die Vorrichtung enthalt ein 
festes Substrat, gewohnlich in einer Dicke von ein paar Mil- 
limetern, und einer Flache von 0,2 bis 2,0 cm 2 , das mikro- 
genau so hergestellt ist, daB es eine Probeneinlafidf fnung und 
ein Durchf luBsystem im Mesoscale-MaGstab definiert. Das Durch 
fluBsystem im Mesoscale-Mafls tab enthalt einen Probendurch- 
fluBkanal, der sich von der EinlaBof f nung weg erstreckt und 
einen Flvissigkei tsbehandlungsbereich , der mit dem DurchfluB- 
kanal in flussiger Kommunikation steht. Der Ausdruck "Meso- 
scale-MaBstab" wird hier dazu verwendet, Kammern und Durch- 
f luBdurchgange zu definieren, die Querschni ttsabmessungen im 
Bereich von 0,1 um bis 500 vim aufweisen. Die Stromungskanale 
im Mesoscale-MaBstab und die Flvissigkei tsbehandlungsbereiche 
weisen bevorzugte Tiefen im Bereich von 0,1 urn bis 100 urn, im 
allgemeinen 2 urn bis 50 urn, auf. Die Kanale haben bevorzugte 
Weiten im Bereich von 2,0 urn bis 500 urn, mehr bevorzugt 3 urn 
bis 100 urn. Fur viele Anwendungen werden Kanale mit Weiten 
mit 5 urn bis 50 urn zweckmaBig sein. Die Kammern in den Sub- 
straten werden haufig grossere Abmessungen, beispielsweise 
einige Millimeter, aufweisen. 

GemaB einer Ausf uhrungsf orm kann die Vorrichtung dazu 
verwendet werden, eine Zellen enthaltende, flussige Probe zu 
analysieren, und der Fliissigkei tsbehandlungsbereich kann ei- 
nen Zellenbehandlungsbereich enthalten. Die Vorrichtung kann 
dariiber hinaus Mittel zur Induzierung eines Zellstroms in der 
Probe durch das Durchf luBsystem im Mesoscale-MaBstab enthal- 
ten. Der Zellbehandlungsbereich kann Mittel zum Lysieren der 
Zellen enthalten. Das Strominduzierungsmi ttel kann dazu ver- 
wendet werden, eine Probe von Zellen durch das Zelllysierungs 
mittel zu zwingen, urn die Zellen auf zubrechen . Die Mittel kon 
nen weiterhin in der Vorrichtung zum Nachweis der Anwesenheit 


einer interzellularen , molekularen Komponente in einer Zelle 
der Zellprobe zur Verfiigung gestellt werden. Das Mittel zum 
Lysieren der Zellen kann beispielsweise scharf kantige Stiicke 
aus Silizium, die sich innerhalb des Zellbehandlungsbereichs 
befinden, Oder Membrandurchldcherungs vorspriinge , die sich von 
der Wand des Zellbehandlungsbereichs in dem Durchf luBsys tern 
im Mesoscale-MaBstab erstrecken, enthalten. Alternativ kann 
ein Bereich mit einem reduzierten Querschnitt das Zelllysie- 
rungsmittel enthalten. Das Stromungssystem kann weiter einen 
mikrogenau hergestel Iten Filter aufweisen, urn beispielsweise 
zellulare Debris von der Probe abzuf iltr ieren , bevor auf An- 
wesenheit eines intrazellularen Analyten untersucht wird. 

Der Zellbehandlungsbereich kann weiter einen Bereich zum 
Einfangen von Zellen enthalten, der Bindungsstellen aufweist, 
die ein Oberf lachenmolekul reversibel binden konnen, urn die 
selektive Isolierung einer Zellpopulation aus einer Probe von 
Zellen zu ermdglichen. Dariiber hinaus konnen stromabwarts des 
Bereichs zum Einfangen von Zellen Mittel vorgesehen sein, urn 
die Anwesenheit einer Zelle oder eines Zellober f lachemolekUls 
in der Probe zu bestimmen. In einer anderen Ausf iihrungsf orm 
kann der Zellbehandlungsbereich eine inerte Barriere aufwei- 
sen, wie Stifte, die sich von einer Wand des Bereichs er- 
strecken, urn ein Sortieren der Zellen nach der Grofte zu er- 
mdglichen. Beispielsweise konnen die Stifte weiter eine Bar- 
riere fur den Strom einer Spermienprobe enthalten, urn die 
Beweglichkeit von Sperma ermitteln zu konnen. 

Wie hier geoffenbart, enthalt das feste Substrat im all- 
gemeinen einen Chip, der das Stromungssystem im Mesoscale- 
MaBstab enthalt. Das Stromungssystem im Mesoscale-MaBs tab 
kann aus Silizium und anderen festen Substraten gebildet 
und hergestellt sein, wobei bestehende Mikroverarbei tungs- 
verfahren eingesetzt werden. Strdmungssys teme im Mesoscale- 
MaBstab in den Vorr ichtungen konnen durch mikrofeines Erstel- 
len von Stromungskanalen und einem oder mehreren Fliissig- 
keitsbehandlungsbereichen in die Oberflache des Substrats 
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und anschlieBendem Auflegen eines Deckels, beispielsweise 
eines transparenten Glasdeckels, iiber die Oberflache konstru- 
iert werden. Die Vor richtungen liegen im allgemeinen in ei- 
nem MaBstab vor, der zur Analyse einer Probe im Mikrovolumen 
(<10 ul ) geeignet ist, die durch eine EinlaBdf f nung , die bei- 
spielsweise durch ein Loch, das mit dem Durchf luBsystem durch 
das Substrat Oder den Deckel in Verbindung stent, definiert 
ist. Das Volumen des Durchf luBsys terns im Mesoscale-MaBs tab 
betragt im allgemeinen weniger als 5 urn, und das Volumen der 
einzelnen Kanale, Kammern Oder anderer f unktioneller Elemente 
betragt haufig weniger als 1 urn , beispielsweise im nl- oder 
pl-Bereich. Zellen Oder andere Komponenten, die in den Mikro- 
volumina einer Probenf liissigkeit in sehr geringen Konzentra- 
tionen (beispielsweise Nanogramm-Anteilen ) vorhanden sind, 
konnen schnell analysiert werden (beispielsweise <10 Minuten). 

Die Chips werden gewohnlich mit einer Vorrichtung verwen- 
det, die zur Festlegung des Chips eine Aufnahmes telle enthalt , 
wobei eine oder mehrere EinlaBof f nung ( en ) in dem Chip mit 
einer oder mehreren Stromungsleitung ( en ) in der Vorrichtung 
uberlagern. Nachdem eine fliissige Probe, beispielsweise eine 
Zellen enthaltende, fliissige Probe, die einen bestimmten Zell- 
typ oder eine molekulare Komponente enthalten soil, in die 
EinlaBdf f nung des Substrats gegeben wurde , wird der Chip in 
die Vorrichtung uberfiihrt und eine Pumpe, die sich beispiels- 
weise in der Vorrichtung befindet, wird aktiviert, urn die 
Probe durch das System stromen zu lassen. Alternativ kann ei- 
ne Probe in den Chip durch die Vorrichtung eingebracht wer- 
den- Die Probe kann auch in das S tromungssys tern mittels Kapil- 
larkrafte gelangen . 

Gemaft einer Ausf iihrungsf orm kann die Flussigkei tsbe- 
handlungskammer der Vorrichtung einen Nachweisbereich im 
Mesoscale-MaBs tab aufweisen, der sich stromabwarts des Fliis- 
sigkei tsbehandlungsbereichs befindet, urn die Anwesenheit ei- 
nes Analyten in der fliissigen Probe, wie einer zellularen, 
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intrazellularen Oder einer anderen Komponente der fliissigen 
Probe nachzuweisen. Der Nachweisbereich kann ein gemafi der 
USSN 07/877702, die am 1. Mai 1992 eingereicht wurde (ent- 
spricht PCT WO93/22053, die am 11. November 1993 veroffent- 
licht wurde) , konstruiert sein. Die Vorrichtung kann so aus- 
gebildet sein, daG in dem Nachweisbereich elektronische oder 
spektrophotometrische Signale erhalten werden, urn die Anwe- 
senheit einer vorgewahlten Komponente in der Zellprobe an- 
zuzeigen. Die Anwesenheit eines zellularen, intrazellularen 
oder eines anderen Analyten in dem Nachweisbereich kann auch 
optisch nachgewiesen werden, beispielsweise durch ein trans- 
parentes oder durchsichtiges Fenster, wie einen transparen- 
ten Deckel iiber dem Nachweisbereich, oder durch einen durch- 
sichtigen Bereich des Substrats selbst. Die Vorrichtung kann 
eine Nachweisausriis tung , wie ein Spektrophotometer , aufwei- 
sen, das zum Nachweis der Anwesenheit eines vorbes timmten 
Analyten in dem Nachweisbereich befahigt ist. Gemafl einer 
Ausf iihrungsf orm kann der Nachweisbereich Bindungsgruppen ent- 
halten, die zur Bindung des nachzuweisenden Analyten befahigt 
sind, wobei der Nachweis verstarkt und erleichtert wird. Der 
Nachweisbereich kann weiter einen Fr aktalbereich , d. h. einen 
Bereich mit nacheinander abzweigenden S tromungskanalen ent- 
halten, die beziiglich Veranderungen der Stromungseigenschaf - 
ten einer fliissigen Probe sensitiv sind ( verof f entlicht in 
der USSN 07/877701, die am am 1 . Mai 1992 eingereicht wurde 
(entspricht PCT WO93/22054, die am 11. November 1993 ver- 
of fentlicht wurde). Die Vorrichtung kann dariiber hinaus mit 
mindestens drei EinlaBof f nungen hergestellt werden, die mit 
dem Stromungssys tem in fliissiger Kommunikat ion stehen, die 
zum Schlieften und Offnen der Offnungen, urn die Steuerung des 
Flussigkeitsstroms durch das Stromungssys tern im Mesoscale- 
MaGstab zu ermoglichen, mit Ventilen versehen sind, beispiels- 
weise in einer Vorrichtung, die zusammen mit der Vorrichtung 
verwendet wird. 
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Die Vorrichtungen im Mesoscale-MaBstab konnen dazu ange- 
paflt werden, eine Vielzahl biologischer Untersuchungen durch- 
zufuhren. Einige Merkmale und Vorteile der Vorrichtungen sind 
in Tabelle 1 zusammengef aBt . Eine Vorrichtung kann zwei oder 
mehrere, getrennte Stromungssysteme aufweisen, die beispiels- 
weise durch eine gemeinsame EinlaBof f nung beschickt werden, 
wobei in jedem System unterschiedliche Zellbehandlungskammern 
vorhanden sind, urn zwei oder mehrere Analysen gleichzeitig 
durchzuf iihren. Die Vorrichtungen konnen zur Durchfiihrung meh- 
rerer schneller Untersuchungen, beispielsweise zum Nachweis 
der Anwesenheit einer zellularen oder intrazellularen Kompo- 
nente in einer fliissigen Probe, verwendet werden. Die Vorrich- 
tungen konnen dazu verwendet werden, beispielsweise pathogene 
Bakterien oder Viren nachzuweisen , oder zur Zellsortierung . 
Die Erfindung liefert Verfahren und Vorrichtungen fur einen 
breiten Bereich moglicher Analysen. Die Untersuchungen konnen 
schnell durchgefuhrt werden und nach Beendigung der Unter- 
suchung kann der Chip verworfen werden, was eine {Contamina- 
tion zwischen den Proben vorteilhaft verhindert, moglicher- 
weise schadliche Materialien beseitigt und billige Analysen 
von Proben im MikromaBstab liefert. 
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Tabelle 1 


Merkmal 


Vorteil 


Flexibilitat 


Wiederholbarkeit 


Geringe Herstel- 
lungskosten 


Kleine GroBe 


keine Begrenzungen beziiglich der An- 
zahl der Chipanordnungen Oder der 
verf iigbaren Anwendungen 

erlaubt verlaBliche , standardisierte 
Massenproduktion von Chips 

erlaubt ein mit bestehenden Systemen 
wettbewerbsf ahigen Preis. Einweg- 
Natur fiir Einweg-Verf ahren . 

keine voluminosen Instrumente erfor- 
derlich. Kann in tragbaren Einheiten 
und Systemen verwendet werden, die 
zur Verwendung in nicht-herkommlicher 
Laborumgebung ausgebildet ist. Mini- 
male Lagerungs- und Verschickungs- 
kosten 


MikromaBstab 


Sterilitat 


Versiegeltes System 


Viele Kreislauf- 
moglichkei ten 


minimale Proben- und Reagens volumina 
erf orderlich . Reduziert die Reagens- 
kosten, insbesondere fiir teuere, 
spezialisierte Untersuchungs verf ahren , 
Erlaubt einf achen Ins t rumen tenaufbau . 

Die Chips konnen zur Verwendung in 
mikrobiologischen Untersuchungen und 
anderen Verf ahren, die eine saubere 
Umgebung erfordern, sterilisiert wer- 
den . 

Minimum an Bioabfall. Stellt die Ver- 
fahrensintegritat sicher . 

Moglichkeit, viele Verfahren oder 
Analysen an einem Chip durchzuf iihren . 
Erlaubt Panel-Untersuchungen . Mehre- 
re Moglichkeiten der Ausdehnung der 
Untersuchungs- und Nachweis verf ahren 
auf im wesentlichen jedes System. 
Moglichkeit eines breiten Bereichs 
an Anwendungen. Wiederverwer tbare 
Chips verringern die Kosten pro Ver- 
fahren fiir den Verwender bei bestimm- 
ten Anwendungen. 
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Kurze Beschreibung der Zeichnungen 

Fig. 1 ist eine vergroHerte, schemat ische Ansicht einer 

erf indungsgemaBen Vorrichtung , die ein festes Sub- 
strat 14 enthalt, auf dem EinlaBof f nungen 16, Stro- 
mungskanale 20 im Mesoscale-Ma3stab, eine Zell- 
lysekammer 22 und ein Fraktalbereich 40 vorgesehen 
sind, mit einem transparenten Deckel 12, der auf 
der Oberflache des Substrats liegt; 

Fig. 2 ist ein Langsquerschnitt der in Fig. 1 gezeigten 
Vorrichtung ; 

Fig. 3 ist eine perspektivische Ansicht der in Fig. 1 ge- 
zeigten Vorrichtung ; 

Fig. 4 ist eine schematische Erlauterung der analytischen 

Vorrichtung 10, die in der Vorrichtung 50 angeordnet 
ist, die dazu verwendet wird, die Vorrichtung 10 zu 
stutzen und den Druck der Probenf liissigkeit in der 
Vorrichtung 10 zu regulieren und zu bestimmen; 

Fig. 5 ist eine perspektische Querschnit tsansicht eines 

Flussigkeitsbehandlungsbereichs 22 auf dem inerten 
Substrat 14 mit Zellen- oder Debr is-Filtervorsprlin- 
gen 26, die sich von der Wand des Stromungskanals 
erstrecken ; 

Fig. 6 ist eine Querschnit tsansicht eines Fliissigkeits- 

behandlungsbereichs 22 auf dem inerten Substrat 14 
mit Zellzerstbrungsvorspriingen 24, die sich von der 
Wand des Kanals erstrecken; 
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Fig. 7 ist eine schematische Ansicht von oben einer analy- 
tischen Vorrichtung 10, die mit einer Reihe von 
Kammern im Mesoscale-MaGs tab hergestellt wurden, 
die zur Durchfiihrung vieler Funktionen, einschlieB- 
lich Zellsortierung, Zelllysierung und PCR-Analyse 
geeignet sind; 

Fig. 8 bis 10 erlautern unterschiedliche Ausf lihrungsf ortnen 
eines mikrogenau herges tell ten Filters in einem 
Stromungskanal 20 im Mesoscale-Maflstab; 

ist eine schematische, perspektivische Ansicht einer 
Vorrichtung 60, die zusammen mit der Vorrichtung 10 
zur Beobachtung des Inhalts der Vorrichtung 10 ver- 
wendet wird; 

ist eine schematische Querschnittsansicht der Vor- 
richtung 60 von Fig. 11. 

Die gleichen Bezugszeichen in den jeweiligen Figuren bezeich- 
nen die entsprechenden Teile. 

Ausf uhrliche Beschreibung 

Die Erfindung liefert Verfahren und eine Vorrichtung zur 
Analyse einer fliissigen Probe. Die Vorrichtung umfaftt ein 
festes Substrat, das mikrogenau so hergestellt ist, daB es 
eine ProbeneinlaBof f nung und ein Durchf luBsystem im Mesoscale- 
MaBstab definiert. Das Durchf luBsystem im Mesoscale-MaBs tab 
umfaBt einen Probendurchf luflkanal , der sich von der EinlaB- 
dffnung weg erstreckt und einen Fliissigkei tsbehandlungs- 
bereich, der in fliissiger Kommunikation mit dem Durchf lufi- 
kanal steht. In einer Ausf iihrungsf orm konnen die Vorrichtun- 
gen dazu verwendet werden, eine Zellen enthaltende, fliissige 


Fig. 11 


Fig. 12 
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Probe zu analysieren. Die Vorrichtungen konnen beispielsweise 
zum Nachweis der Anwesenheit einer zellularen oder intrazel- 
lularen Komponente in einer Zellenprobe eingesetzt werden. 

Analytische Vorrichtungen mit Stromungskanalen und Zell- 
behandlungskammern im Mesoscale-MaBs tab konnen aus einem 
festen Subs tratmater ial in groBen Mengen gebildet und herge- 
stellt werden. Sie konnen leicht sterilisiert werden. Sili- 
zium ist aufgrund der ausgereiften Technologie, die dessen 
genaue und wirksame Herstellung ermoglicht, ein bevorzugtes 
Material, wobei jedoch andere Materialien verwendet werden 
konnen, einschlieBlich Polymere wie Polyte traf luorethylene . 
Die ProbeneinlaBof f nung und andere Offnungen, das Stromungs- 
system im Mesoscale-MaBs tab einschlieBlich des/der Proben- 
einlafikanals/ ProbeneinlaBkanale und des/der Fltissigkeitsbe- 
handlungsbereichs/Fliissigkeitsbehandlungsbereiche und andere 
funktionelle Elemente konnen in groBen Mengen aus einem Sili- 
ziumsubstrat durch jede der zahlreichen, den Fachleuten be- 
kannten Verfahren zur Mikroverarbei tung billig hergestellt 
werden. Die verfligbaren Verfahren zur Mikroverarbeitung bein- 
hal ten Filmablagerungs verfahren , wie Wirbelungsbeschichtung 
und chemische Dampf beschichtung , Laserver arbeitung oder pho- 
tolithographische Techniken, wie UV oder Rontgens trahlenver- 
fahren oder Atzmethoden, die entweder durch naBchemische Ver- 
fahren oder Plasmaverf ahren durchgefuhrt werden konnen (siehe 
beispielsweise Manz et al., Trends in Analytical Chemistry 
10 (1991 ) , 1 44-1 49 ) . 

Stromungskanale unterschiedlicher Weite und Tiefe konnen 
in Mesoscale-Dimensionen hergestellt werden. Das Siliziumsub- 
strat, das einen eingearbei teten Durchf luBkanal im Mesoscale- 
MaBstab aufweist, kann mit einem diinnen, anodisch gebundenen 
Glasdeckel iiberlagert werden. Andere klare oder durchsicht ige 
Abdeckmaterialien konnen verwendet werden. 

Alternativ konnen zwei Siliziumsubstrate zusammenge- 
bracht werden, Oder ein Siliziumsubstra t kann zwischen zwei 
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Glasdeckel gebracht werden. Die Verwendung eines transparen- 

ten Deckels fiihrt zu einem Fenster, was eine dynamische Beob- 

achtung des Kanalinhalts erleichtert und eine optische Unter- 

suchung des Durchf luGsystems im Mesoscale-MaBstab entweder 

visuell Oder mittels einer Maschine ermoglicht. Andere Her- 

s tellungsverf ahren konnen verwendet werden. 

Die Kapazitat der Vorr ichtungen ist sehr klein und die 

fiir eine Analyse erf orderliche Menge der flussigen Probe ist 

daher gering. Beispielsweise betragt in einem Silikonsubstrat 

mit 1 cm x 1 cm, das auf seiner Oberflache eine Anordnung von 

500 Vertiefungen mit 10 um Breite x 1 0 urn Tiefe x 1 cm (10 4 

-3 

um) Lange aufweist, das Volumen jeder Vertiefung 10 ul und 
das Gesamtvolumen der 500 Vertiefungen 0,5 ul. Das geringe 
Volumen der S tromungssysteme im Mesoscale-MaBstab ermoglicht 
es, daB Untersuchungen an sehr kleinen Mengen einer flussigen 
Probe (< 5 ul ) durchgefiihrt werden konnen* Die Stromungssyste- 
me im Mesoscale-MaBstab der Vorrichtung konnen mit Mikroliter- 
Volumina oder alternativ Nanoli ter-Volumina oder weniger mi- 
krogenau hergestellt werden, was vorteilhaft die Mengen der 
Probe und/oder der Reagensf liissigkei ten , die fiir die Unter- 
suchung erforderlich sind, beschrankt. In einer Ausfiihrungs- 
form konnen Elek tronenmikroabbildungen biologischer Struktu- 
ren, wie Zirkul ationsnetzwerke , als Masken bei der Herstel- 
lung der Stromungssys teme im Mesoscale-MaBstab auf dem Sub- 
strat verwendet werden. Stromungssysteme im Mesoscale-MaBstab 
konnen in vielen GroBen und Konf ormat ionen hergestellt werden. 

GemaB einer Ausf uhrungsf orm konnen die Vorrichtungen da- 
zu verwendet werden, eine Zellen enthaltende, flussige Probe 
zu analysieren. Der Fliissigkeitsbehandlungsbereich kann, ge- 
maB einer Ausf uhrungsf orm , ein Zelllysierungsmi ttel enthal- 
ten, damit die Zellen in einer flussigen Probe vor der Analyse 
auf ein intrazellulares Molekiil, wie ein mRNA- oder DNA-Mole- 
kiil, analysiert werden konnen. Wie in Fig. 6 erlautert, kann 
das Zelllysierungsmittel Zellmembran zerstorende Vorspriinge 24 
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enthalten, die sich von einer Oberflache des Zellbehandlungs- 
bereichs 22 erstrecken. Die Vorrichtung kann Mittel enthalten 
wie eine Pumpe, urn einen Strom durch das Durchf luGsys tern zu 
induzieren. Wird der Strom durch die Vorspriinge 24 gedruckt, 
werden die Zellen zerstort. Die Zell-Debris kann abfiltriert 
werden, wobei ein Filter verwendet wird, das in dem Strdmungs 
systemstrom ab dem Zel llysierungsmi ttel mikrogenau eingearbei 
tet wurde. Der Zelllysierungsbereich kann weiter scharfkanti- 
ge Teilchen, die beispielsweise aus Silizium bestehen, enthal 
ten, die in dem Zellbehandlungsbereich vorkommen. Weiterhin 
konnen die Zelllysierungsmittel einen Bereich mit beschrank- 
ten Querschnittsabmessungen umfassen, was bei Anwendung eines 
ausreichenden Stromungsdrucks die Zelllyse bewirkt. In einer 
anderen Ausf iihrungsf orm kann das Zelllysierungsmittel ein Mit 
tel zum Lysieren von Zellen enthalten. 

Die Vorrichtungen konnen einen Nachweisbereich im Meso- 
scale-Mafistab enthalten, der in dem Stromungssystem im Meso- 
scale-MaBstab mikrogenau eingearbei tet ist und mit dem Zell- 
lysierungsbereich in fliissiger Kommunikation steht und der 
Bindungsgruppen enthalt, die eine ausgewahlte, intr azellula- 
re, molekulare Komponente in der Zellprobe binden konnen. Die 
Bindungsgruppen konnen in den Nachweisbereich uber eine Ein- 
lafloffnung eingebracht werden, die mit dem Nachweisbereich 
in fliissiger Kommunikation steht. Alternativ konnen Bindungs- 
gruppen in dem Nachweisbereich entweder durch physikalische 
Absorption auf den Kanaloberf lachen Oder durch kovalente 
Bindung an die Kanaloberf lachen oder an Festphasenreaktanten , 
wie polymeren Kugelchen, immobilis iert werden. Im Stand der 
Technik verfiigbare Techniken konnen zur chemischen Aktivie- 
rung von Silikonoberf lachen und zur nachf olgenden Anbringung 
einer bindenden Gruppe an die Oberflachen verwendet werden 
(siehe beispielsweise Haller in Solid Phase Biochemistry, 
W. H. Scouten, Hrsg. John Wiley, New York, (1983), 535-597, 
und Mandenius et al., Anal. Biochem. 1 37 (1984), 106-114, und 
Anal. Biochem. 1 70 (1988), 68-72). 
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Die Biridungsgruppe im Nachweisbereich kann beispielswei- 
se ein Antigenbindungsprotein , eine DNA-Sonde Oder ein Ligand/ 
Rezeptorpaar enthalten, urn den Nachweis eines vorgewahlten , 
zellularen, intrazellularen Oder eines anderen Analyten, wie 
eines Antigens, eines Polynukleotids Oder eines Zelloberfla- 
chenmolekiils zu ermoglichen. Die im Stand der Technik verfiig- 
baren Bindungs-Assays , die in dem Nachweisbereich verwendet 
werden konnen, umfassen Immunoassays, enzymatische Assays, 
Ligand/Binder-Assays und DNA-Hybridisierungsassays . Der Nach- 
weis eines besonderen, intrazellularen Analyten kann durch 
die Wahl einer geeigneten Bindungsgruppe im Nachweisbereich 
erfolgen. Der Nachweisbereich kann gemaB den in der USSN 07/ 
877702, die am 1. Mai 1992 eingereicht wurde (entspricht PCT 
WO93/22053, die am 11. November 1993 verof f entlicht wurde) 
verof fentlichten Verfahren hergestellt werden. 

Der Nachweisbereich im Mesoscale-MaBs tab kann weiter ei- 
nen Bereich enthalten, der gegeniiber Veranderungen der Stro- 
mungseigenschaf ten , die durch die Anwesenheit einer vorgewahl- 
ten zellularen, intrazellularen Oder eines anderen Analyten 
in der fliissigen Probe induziert wird, sensitiv ist. Der ge- 
geniiber Stromung sensitive Bereich kann beispielsweise einen 
Fraktalbereich umfassen, der Verzweigungen aufweist, die zu 
mehreren Sekundars tromungskanalen fiihrt. Der stromungssensi- 
tive Bereich, beispielsweise der Fraktalbereich, kann gemaB 
der anhangigen, verwandten US-Anmeldung mit der Nummer ( An- 
waltsliberwachung Nr. UPA002 (8261/3)) auf Stromungsbeschran- 
kung, Analyse basierend hergestellt werden. 

Die Vorrichtungen konnen mehrere Fliissigkei tsbehand- 
lungsbereiche enthalten, urn beispielsweise den Nachweis ei- 
ner vorgewahlten intrazellularen Oder einer Zel loberf lachen- 
gruppe in einer Zellen enthaltenden fliissigen Probe zu ermog- 
lichen- GemaB einer Ausf uhrungsf orm kann das Stromungssys tern 
im Mesoscale-MaBstab mit einem Zelllysierungsmi ttel , einem 
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Filter zum Abfil trieren von Zell-Debris und einem Nachweis- 
bereich mikrogenau hergestellt werden. Der Filter kann in dem 
Stromungssystem zwischen dem Zelllysierungsmi ttel und dem 
Nachweisbereich mikrogenau eingearbeitet werden, urn die 
Entfernung der lysierten Zellmembran und anderer Komponenten 
der Zell-Debris von der Probe vor Nachweis eines intrazellu- 
laren Analyten in dem Nachweisbereich zu ermoglichen . Filter, 
die in dem Stromungssystem mikrogenau eingearbeitet werden 
konnen, enthalten die in den Fig. 8 bis 10 gezeigten Filter. 
In der Vorrichtung 10, die in den Fig. 8 bis 10 gezeigt ist, 
ist der Filter 80 zwischen den Stromungskanalen 20a und 20b 
mikrogenau eingearbeitet , damit die flussige Probe im Kanal 
20a durch den Filter gelangen kann. Das Filtrat tritt durch 
den Filter im Kanal 20b aus , woraus es nachfolgend in bei- 
spielsweise einem Nachweisbereich im Mesoscale-MaBstab analy- 
siert wird. Der Filter ist ein Stromungskanal im Mesoscale- 
Maflstab mit im Vergleich zu Kanal 20 verringertem Durchmes- 
ser , der bezuglich Tiefen und Weiten im Bereich von 0,1 urn 
bis 20 urn mikrogenau eingearbeitet ist. Im Gegensatz dazu 
weisen die Stromungskanale 20a und 20b vergroGerte Weiten und 
Tiefen im Bereich von maximal etwa 500 um auf . Der kleinere 
Durchmesser des Filters 80 ermoglicht, daB gescherte Zellmem- 
brane und andere Zell-Debris von der Probe abfiltriert werden 
kann. Andere Fil trationsmit tel konnen verwendet werden, wie 
die Stifte 26, die sich von einer Wand des Strdmungskanals 
20, der in Fig. 5 gezeigt ist, erstrecken. 

Die Anwesenheit eines analyten in dem Nachweisbereich 
kann durch mehrere Verfahren nachgewiesen werden, einschlieB- 
lich einer Uberwachung des Drucks Oder der elektrischen Leit- 
fahigkeit der Probenf liissigkei ten in gewahlten Bereichen des 
Stromungssystems in der Vorrichtung, oder durch optischen 
Nachweis durch einen transparenten Deckel Oder einen durch- 
sichtigen Bereich des Substrats selbst, entweder visuell oder 
maschinell. Der Nachweis eines Analyten in dem Nachweisbereich 
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kann dergestalt durchgef uhrt werden, wie es in den anhangi- 
gen, verwandten Anmeldungen USSN 07/877702, die am 1. Mai 
1992 eingereicht wurde (entspricht PCT WO93/22053, die am 11. 
November 1993 verof f entlicht wurde) und USSN 07/877701, die 
am 1. Mai 1992 eingereicht . wurde (entspricht PCT WO93/22054, 
die am 11. November 1993 verof f entlicht wurde), offenbart ist. 
Vorrichtungen , wie Ventile, Drucksensoren im Mesoscale-MaB- 
stab und andere mechanische Sensoren, konnen direkt auf das 
Siliziumsubs trat eingearbei tet werden und konnen gemaB beste- 
hender Technologien in Massen produziert werden. Angell et 
al . , Scientific American 248 (1983), 44-55. Die Drucksensoren 
und andere Nachweismit tel konnen dariiber hinaus in einer Vor- 
richtung vorgesehen sein, die zusammen mit der Vorrichtung 
verwendet wird . 

In einer anderen Ausf uhrungsf orm kann der Fliissigkei ts- 
behandlungsbereich einen Zell-Einf angbereich enthalten, urn 
eine vorgewahlte Zellpopulation von einer Zellen enthalten- 
den, fliissigen Probe zu trennen, urn eine nachfolgende Analy- 
se auf ein Makromolekul auf oder in den Zellen Oder auf eine 
Komponente in der extrazellularen Flussigkeit zu ermoglichen. 
Der Zell-Einf angbereich kann Bindungsgruppen enthalten, die 
zur reversiblen Bindung einer Zielzelle uber ein charakteri- 
stisches Zelloberf lachenmolekul , wie ein Protein, befahigt 
ist. GemaB einer Ausf uhrungsf orm kann der Zell-Einf angbereich 
dazu verwendet werden, eine vorgewahlte Zellpopulation aus 
einer Zellen enthaltenden fliissigen Probe zu isolieren. In 
dieser Ausf uhrungsf orm ist die Vorrichtung mit Mitteln zum 
Induzieren eines Stroms der Probe durch das Stromungssys tern , 
wie einer Pumpe , versehen. Bei geringem Stromungsdruck binden 
die Zellen an die Bindungsgruppen in dem Zell-Einf angbereich . 
Die Stromung wird dann fortgesetzt, urn die Zellen mit bei- 
spielsweise einem Puffer zu waschen. Bei hoheren Stromungs- 
gechwindigkeiten und -driicken werden die gewaschenen Zellen 
von dem Trennbereich befreit und bewegen sich zur Analyse 
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stromabwarts in beispielsweise einen Nachweisbereich im Meso- 
scale-MaBstab. GemaB einer anderen Ausf iihrungsf orm verbleiben 
die Zellen immobilisiert , wahrend' die -extrazellulare Fliissig- 
keit stromabwarts flieBt und in beispielsweise in einem Nach- 
weisbereich im Mesoscale-MaBstab analysiert wird. Die gebunde 
nen Zellen konnen weiter von dem Zell-Einf angbereich dadurch 
entfernt werden, daB ein spezifisches Losungsmi t tel durch das 
Stromungssystem flieBt, das die Zellen von der Wand des Zell- 
Einf angbereichs desorbieren kann. 

Die Bindungsgruppe, die die Zellen in dem Zell-Einf ang- 
bereich binden kann, beispielsweise iiber ein Zelloberf lachen- 
molekiil, kann auf der Oberflache der Stromungskanale im Meso- 
scale-MaBstab durch phys ikalische Absorption auf den Kanal- 
oberflachen Oder durch chemische Aktivierung der Oberflache 
und nachfolgende Bindung von Biomolekulen an die aktivierte 
Oberflache immobilisiert werden. Im Stand der Technik verfug- 
bare Techniken konnen zur chemischen Aktivierung von Sili- 
zium-Kanaloberf lachen und zur nachf olgenden Bindung einer Bin 
dungsgruppe an die Oberf lachen verwendet werden (siehe bei- 
spielsweise Haller in Solid Phase Biochemistry, W. H. Scouten 
Hrsg. John Wiley, New York (1983), 535597 und Mandenius et 
al., Anal. Biochem. 1 37 (1984), 106-114 und Anal. Biochem. 
1 70 ( 1 988), 68-72). Die Bindungsgruppe kann in dem Zell-Ein- 
fangbereich des Stromungssystems im Mesoscale-MaBstab vor- 
gesehen sein, wie in der USSN 07/877702, die am 1. Mai 1992 
eingereicht wurde (entspricht PCT WO93/22053, die am 11. No- 
vember 1993 verof f entlicht wurde), offenbart ist. Das Ein- 
fangen eines bestimmten Zelltyps kann durch Wahl einer geeig- 
neten Bindungsgruppe erfolgen. 

Wie in Fig. 5 erlautert, kann der Zel lbehandlungsbereich 
22 Vorspriinge 26 enthalten, die zur Trennung der Zellen nach 
der GroBe ein zellulares Sieb darstellen. Sobald die Zellpro- 
be, gewohnlich bei geringem Druck , durch die Stromungskanale 
■zirkuliert, gelangen nur Zellen in den Stromungskanal , die 
zwischen den Vorsprungen 26 durchtreten konnen. 
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Die Vorrichtungen konnen mehrere unterschiedliche Zell- 
behandlungsbereiche in dem Stromungssystem im Mesoscale-MaB- 
stab einer Vorrichtung umfassen. Gemafc einer Ausf uhrungsf orm , 
die in den Fig. 1 , 2 und 3 schematisch erlautert wird, kann 
die Vorrichtung 10 ein Siliziumsubs trat 14 enthaiten, in das 
ein Stromungskanal 20 im Mesoscale-MaBstab, eine Zelllysie- 
rungskammer 22 und der Fraktalnachweisbereich 40 mikrogenau 
eingearbeitet wurde. Die Vorrichtung kann dazu verwendet wer- 
den, die Anwesenheit einer vorbestimmten intrazellularen Kom- 
ponente einer Zellprobe nachzuweisen . Die Zelllysierungskam- 
mer 22 ist mit Zellmembrane zerstorenden Vorspriingen 24 ver- 
sehen. Durch die EinlaBof f nung 1 6A kann die Probenf liissigkeit 
in das Stromungssystem gegeben werden. Eine Pumpe in der Vor- 
richtung kann dann dazu verwendet werden, eine Zellenprobe 
durch den Stromungskanal 20A zu der Zelllysierungskammer 22 
zu bringen. Die lysierte Zellenprobe wird dann mittels Filter 
28 filtriert und stromt durch den Fraktalnachweisbereich 40 
auf die Off nung 1 6B zu. Das Substrat 14 ist mit einem Glas 
oder einem Plas tikf ens ter 12 bedeckt. Die Anwesenheit eines 
intrazellularen Analyten wird durch den Nachweis, beispiels- 
weise optisch, der S tromungsbeschrankung in dem Fraktalnach- 
weisbereich, die durch den speziellen intrazellularen Analy- 
ten induziert wird, angezeigt. Der Fr aktalbereich kann Bin- 
dungsgruppen enthaiten, die zur Bindung des Analyten befahigt 
sind, urn die Strdmungsbeschr ankung in dem Frak talbereich 40 
zu erhohen. 

Die analytischen Vorrichtungen, die das Stromungssystem 
im Mesoscale-Mafistab enthaiten, konnen in {Combination mit ei- 
ner Vorrichtung zur Lieferung und Aufnahme von Fliissigkei ten 
zu und von den Vorrichtungen, wie die Vorrichtung 50, die in 
Fig. 4 schematisch gezeigt ist, und die eine Auf nahmestelle 
58 fur die Vorrichtung 10 und fiir Anzeigeoff nungen , beispiels- 
weise Off nungen 16 in der Vorrichtung 10, mit einer Stromlei- 
tung 56 in der Vorrichtung verwendet werden. Die Vorrichtung 
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kann Mittel, wie eine Pumpe , enthalten, urn eine Zellen ent- 
haltende Probe in ein Zelllysierungsmittel zu bringen, urn bei 
Anwendung eines ausreichenden Stromungsdrucks eine Lyse der 
Zellen zu bewirken. Nachdem eine Zellen ent thai tende , fliissi- 
ge Probe, die einen bestimmten zellularen Analyten enthalten 
soil, in die EinlaBof f nung 51 der Vorrichtung eingebracht 
wurde, wird die Pumpe 52 aktiviert, urn die Probe durch das 
Stromungssystem 20 der Vorrichtung 1 0 zu bringen. Alternativ, 
je nach der verwendeten analytischen Vorrichtung, kann die 
Probe in die Vorrichtung injiziert werden oder kann in das 
Stromungssystem einfach mittels Kapillarkraf te eintreten. In 
einer Ausf iihrungsf orm konnen die Stromungssys teme der Vor- 
richtungen vollstandig gefullt sein und die Vorrichtung kann 
dazu verwendet werden, einen fliissigen Strom durch das Stro- 
mungssystem zu bringen. 

Die Analysevorrichtungen konnen weiter zusammen mit ei- 
ner Vorrichtung zum Beobachten des Inhalts der Kanale im Meso- 
scale-MaBs tab in den Vorrichtungen verwendet werden. Die Vor- 
richtung gemaB einer Ausf iihrungsf orm kann ein Mikroskop ent- 
halten, urn den Inhalt der Kanale im Mesoscale-MaBstab in den 
Vorrichtungen zu beobachten- GemaB einer weiteren Ausfuhrungs- 
form kann eine Kamera in der Vorrichtung enthalten sein, wie 
in der Vorrichtung 60, die in den Fig. 11 und 12 schematisch 
gezeigt, erlautert ist. Die Vorrichtung 60 ist mit einem Ge- 
hause 62, einer Sichtscheibe 64 und einer Off nung 66 zum Ein- 
bringen eines Chips in die Vorrichtung versehen. Wie in dem 
Querschnitt in Fig. 12 gezeigt, enthalt die Vorrichtung 60 
weiter eine Videokamera 68 , ein optisches System 70 und einen 
Kippmechanismus 72 zur Aufnahme der Vorrichtung 10, damit die 
Anordnung und der Winkel der Vorrichtung 10 manuell einge- 
stellt werden kann. Das optische System kann ein Linsensys tern 
zur VergroBerung des Inhalts der Kanale sowie eine Lichtquel- 
le enthalten. Die Videokamera 68 und die Scheibe 64 ermog- 
licht es, daB durch den Analyten induzierte Veranderungen in 
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den Probenf lussigkeitseigenschaf ten , wie Stromungseigenschaf- 
ten oder Farbe, visuell beobachtet und gegebenenf alls unter 
Verwendung der Vorrichtung auf gezeichnet werden konnen. 

Die erf indungsgemaBen Vorrichtungen konnen dazu verwendet 
werden, eine Vielzahl automatisierter , sensitiver und schnel- 
ler Analysen einer fliissigen Probe durchzuf uhren . Die Vorrich- 
tung kann mit einer Reihe von Flussigkei tsbehandlungsbereichen 
in einem Stromungssystem hergestellt werden, um die schnelle, 
wirksame Mehrschritt-Analyse einer fliissigen, Zellen enthal- 
tenden Probe im Mikrovolumen-MaBstab zu ermoglichen. Die Vor- 
richtungen konnen weiter zwei oder mehrere, getrennte Stro- 
mungssysteme , beispielsweise mit einer gemeinsamen EinlaBoff- 
nung, enthalten, wobei ein Stromungssystem als Kontrolle aus- 
gelegt ist, so dan die wahrend einer Analyse erhaltenen Daten 
mit den Daten des Kontrolls tromungssystems verglichen werden 
konnen. Eine Vielzahl von Analysen konnen daher in einer Vor- 
richtung durchgefiihrt werden. 

Gemaft einer Ausf uhrungsf orm kann die erf indungsgemaBe 
Vorrichtung drei oder mehrere Einlaflof f nungen und einen Ver- 
zweigungsstromungskanal , der mit den Offnungen in fliissiger 
Kommunikation stent, aufweisen. Die Vorrichtung kann mit Ven- 
tilen versehen sein, beispielsweise in der Vorrichtung, um 
die Offnungen zu offnen und zu schlieBen, um den Flussigkeits- 
strom durch das Stromungssystem zu steuern. Wie in der Vor- 
richtung 10 erlautert, die in der Fig. 7 schematisch gezeigt 
ist, konnen die Offnungen 16A, 16B, 1 6C und 1 6D mittels der 
Ventile unabhangig voneinander in beispielsweise einer zusam- 
men mit der Vorrichtung verwendeten Vorrichtung gedffnet oder 
geschlossen werden, damit die Flussigkeit in dem Stromungs- 
system, beispielsweise iiber die Offnung 16 hinaus oder alter- 
nativ zu dem Fraktalnachweisbereich 40 und der Offnung 1 6D 
geleitet werden kann . 

Die Erfindung wird weiter aus den folgenden, nicht be- 
grenzenden Beispielen verstandlich . 
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Beispiel 1 

Ein Kanal mit einer Barriere 26 mit 7 urn Liicken ( im 
Querschnitt in Fig. 5 erlautert) wird mit HTF-BS A- Medium und 
einer Samenprobe, die am Eingangsloch eingebracht wird, ge- 
fiillt. Die Wanderung der Spermien durch die Barriere dient 
als Indikator der Spermien-Beweglichkeit und wird mit einer 
Kontrollprobe verglichen . 

Beispiel 2 

Fig. 7 zeigt schematise** eine Vorrichtung 10, die ein 
Substrat 14 enthalt, das zur Trennung und zum Nachweis einer 
Nukleinsaure aus einer Sub-Population von Zellen in einem Ge- 
misch in einer biologischen , flussigen Probe verwendet wird. 
Auf der Vorrichtung 10 ist ein Stromungsweg 20 mikrogenau 
eingearbeite t , der eine Zellentrennungskammer 22A, eine Zell- 
lysierungskammer 22B, einen Fil terbereich 28, eine Polymerase 
kettenreaktions- ( PCR ) -Kammer , die die Bereiche 22C und 22D 
umfaBt, und einen Fraktalnachweisbereich 40 enthalt. Das Stro 
mungssystem im Mesoscale-MaBs tab 20 ist dariiber hinaus mit 
Eintritts/ Austri tts-Of f nungen fiir Flussigkeiten 16A, 16B, 1 6C 
und 1 6D versehen. Die Vorrichtung wird zusammen mit einer 
Vorrichtung, wie einer Vorrichtung 50, die in Fig. 4 gezeigt 
ist, verwendet. Die Vorrichtung ist mit Flussigkei tskanalen 
versehen, die mit den Off nungen 16 in der Vorrichtung iiber- 
einstimmen, und mit Ventilen, die ein mechanisches Offnen und 
SchlieBen der Off nungen 16 erlauben. Die Vorrichtung enthalt 
weiter eine Pumpe 52 zur Regulierung des Stroms der flussigen 
Probe durch die Vorrichtung. Die Vorrichtung enthalt dariiber 
hinaus Mittel zum Erhitzen der PCR-Reaktionskammerbereiche 
22C und 22D in der Vorrichtung. 

Am Anfang werden die Ventile in der Vorrichtung dazu ver 
wendet, die Off nungen 1 6C und 16D zu schlieBen, wahrend die 
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Offnungen 1 6A und 1 6B of fen sind. Eine Probe, die ein Zellen- 
gemisch enthalt, wird zu der ProbeneinlaBdf f nung 1 6A mittels 
der Pumpe 52 in der Vorrichtung gebracht, und stromt durch den 
Stromungsweg 20 im MesoscaleMaBstab zu der Trennkammer 22A. 

Die Kammer 22A enthalt Bindungsgruppen , die an der Wand 
der Kammer immobilisiert sind und die ein Oberf lachenmolekul 
eines gewiinschten Zelltyps in der Probe binden. Die verblei- 
benden zellularen Komponenten treten uber die Off nung 16B aus 
dem Substrat aus. Nach Binden der gewiinschten Zellpopulat ion 
in der Kammer 22A wird ein Pufferstrom fortgesetzt, urn zu 
waschen und eine Isolierung der Zellpopulat ion sicher zustel- 
len. AnschlieBend wird die Offnung 1 6B geschlossen und 1 6C 
wird geoffnet. Der Strom wird dann in ausreichendem MaB er- 
hoht, urn die immobilisierten Zellen f reizusetzen . Die Stro- 
mung wird fortgesetzt, wobei die Zellen durch die Membran- 
Zerstorungsvorsprlinge 24 in der Kammer 22B gezwungen werden, 
wobei die Zellen aufgerissen werden und intrazellulares Mate- 
rial freigesetzt wird. 

Der Probenstrom passiert den Filter 28 , wobei groBe zellulare 
Membrankomponenten und andere Debris abfiltriert werden, wei- 
ter in den PCR-Kammerbereich 22C im Mesoscale-MaBs tab , der 
mit dem PCR-Kammerbereich 22D uber den Stromungskanal 20B 
verbunden ist. AnschlieBend wird Taq-Polymerase , Primer und 
andere fur den PCR-Assay erf orderliche Reagentien zu dem Be- 
reich 22D durch die Offnung 1 6C aus einer ubereins timmenden 
Offnung und einem ubereins timmenden Kanal in der Vorrichtung 
zugegeben, wobei ein Mischen der intrazellularen , loslichen 
Komponenten der abgetrennten Sub-Population der Zellen und 
der PCR-Reagentien ermoglicht wird. Wahrend die Offnung 1 6A 
geschlossen ist, wird eine Pumpe in der Vorrichtung, die uber 
die Offnung 16B verbunden ist, dazu verwendet, die PCR-Probe 
und die Reagentien durch den Stromungskanal 20B zwischen den 
Bereichen 22C und 22D, die auf 94 °C bzw. 65 °C eingestellt 
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sind, zu zirkulieren, urn viele Polynukleotidschmelz- und 
-polymerisationszyklen durchzuf iihren , was eine Amplif izierung 
des Polynukleotidprodukts ermoglicht. Die PCR-Analyse im Meso- 
scale-Maflstab wird gemaB den in der USSN 07/877662, die am 
1. Mai 1992 eingereicht wurde (entspricht PCT WO93/22058, die 
am 11. November 1993 verof f entlicht wurde), offenbarten Ver- 
f ahren durchgef iihrt . 

Die Ventile in der Vorrichtung werden anschlieftend dazu 
verwendet, die Offnung 1 6C zu schlieQen und die Offnung 16D 
zu offnen. Die Pumpe in der mit der Offnung 1 6B verbundenen 
Vorrichtung wird dann dazu verwendet, das amplif izierte Poly- 
nukleotid, das von der Zellpopulation isoliert wurde, in den 
Fraktalnachweisbereich 40 zu bringen. Die Stromungsbeschr an- 
kung in dem Fraktalbereich 40 dient als positiver Indikator 
der Anwesenheit eines amplif izierten Polynukleotidprodukts, 
das optisch durch einen Glasdeckel, der uber den Nachweis- 
bereich angeordnet ist, nachgewiesen wird- 
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patentansprQche 

1. Vorrichtung zum Analysieren einer flussigen, zellenhaltigen Probe, wobei die 
Vorrichtung umfaBt: 

ein festes Substrat, das mikrogenau so hergestellt ist, daB es definiert: 
eine ProbeneinlaBoffnung; und 

ein DurchfluBsystem mit Mesoscale-MaBstab, das durch Kammern und 
DurchfluSdurchgange mit Querschnittsabmessungen von etwa 0,1 bis 500 //m definiert 
ist, worin Kammern im Substrat auch groBere Abmessungen von einigen Millimetern 
haben konnen, wobei das DurchfluBsystem im Mesoscale-MaBstab umfaBt: 

einen ProbendurchfluBkanal, der sich von der EinlaBoffnung weg erstreckt; und 

einen Zellenbehandlungsbereich zur Behandlung von Zellen, der in 
Flussigkommunikation mit dem DurchfluSkanal angeordnet ist, wobei der 
Zellenbehandlungsbereich eine Zell-Lyse-Struktur umfaBt; 

Mittel zum Induzieren einer Zellenstromung in einer Probe durch den DurchfluBkanal 
im Mesoscale-MaBstab und den Zellenbehandlungsbereich, um Zellen in der Probe in 
Kontakt mit der Zell-Lyse-Struktur zu drangen und dadurch Zellen in der Probe zu 
lysieren; und 

stromabwarts von der Zell-Lyse-Struktur angeordnete Mittel zum Detektieren eines 
Analyten in der lysierten Zellprobe. . 


2. Vorrichtung nach Anspruch 1, worin die Zell-Lyse-Struktur umfaBt: 
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(a) einen Abschnitt des DurchfluBkanals mit zellmembran-durchstoBenden Vorsprtingen, 
die sich von seiner Wand weg erstrecken; und 

(b) scharfkantige Teilchen, die innerhalb des Zellbehandlungsbereichs eingeschlossen 
sind; oder 

(c) einen Bereich mit eingeschranktem Querschnitt, der ausreicht, urn das 
Hindurchtreten intrazellularer Molekule zu ermoglichen, wahrend das Hindurchtreten 
von Zellen verhindert wird. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, worin das Detektionsmittel stromabwarts 
von der Zell-Lyse-Struktur befindliche Mittel zum Nachweis der Cegenwart einer 
intrazellularen, molekularen Komponente einer Zelle in der Probe umfaBt. 

4. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, die weiters stromabwarts von der 
Zell-Lyse-Struktur angeordnete Mittel zum Sammeln unldslicher Zellbruchstucke 
umfaSt. 

5. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, die weiters ein 
stromabwarts von der Zell-Lyse-Struktur angeordnetes Filtermittel umfaBt. 

6. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin der 
Zellenbehandlungsbereich weiters einen Zelleinfangbereich umfaBt, der immobilisierte 
Bindungstellen umfaBt, die ein vorgewahltes Zelloberflachenmolekul einer 
Zellpopulation in einer zellenhaltigen, flussigen Probe reversibel binden; und 

worin das FluBinduktionsmittel Mittel zum Herbeifuhren des Flusses der zellenhaltigen 
Probe umfaBt: 
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mit einer ersten FluBrate, die ausreichend langsam ist, urn das Einfangen von Zellen in 
der Zellpopulation durch die Bindungsstellen zu ermoglichen, wodurch die 
Zellpopulation von der Probe abgetrennt wird; und 

mit einer zweiten FluBrate, die hoher ist a!s die erste FluBrate und ausreicht, um die 
abgetrennten Zellen aus dem Einfangbereich freizusetzen und die abgetrennten Zellen 
an die Zell-Lyse-Struktur weiterzuleiten. 

7. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin das 
Detektionsmittel stromabwarts vom Zelleinfangbereich befindliche Mittel zum 
Nachweis der Gegenwart einer extrazellularen Komponente der Probe umfaBt. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6, worin das Detektionsmittel 
Mittel zum Nachweis der Gegenwart einer intrazellularen Komponente in den 
eingefangenen Zellen umfaBt. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, die weiters zwischen dem Zell-Lyse-Mittel und 
dem Detektionsmittel angeordnete Filtermittel zum Abfiltrieren von Zellbruchstucken 
aus der Probe umfaBt. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, die weiters einen angrenzend an den Filter 
angeordneten Sumpf zum Sammeln unloslicher Bruchstucke umfaBt. 

11. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin die 
Zellbehandlungsstruktur weiters ein Zellensieb umfaBt, das Mittel umfa&t, die eine 
Vielzahl an DurchfluBdurchgangen mit eingeschrankter GroGe definieren, welche nur 
Zellen mit einem ausreichend kleinen Durchmesser passieren lassen. 

12. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin das Substrat 
mikrogenau hergestelltes Silizium umfaBt. 
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13. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspriiche, die weiters eine 
Vorrichtung zur Verwendung in Kombination mit dem Substrat umfaSt, wobei die 
Vorrichtung umfaGt: 

Mittel zum Halten des Substrats; und 

Flussigkeitszufuhrmittel, die an eine EinlaSoffnung des Substrats angepa&t sind; und 

worin das FIuBinduktionsmittel in der Vorrichtung angeordnete Pumpmittel zum 
Hindurchschicken von Flussigkeit durch das Durchfluftsystem des Substrats umfaBt, 
wenn diese im Haltemittel gehalten wird. 

14. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin das 
Detektionsmittel eine Vorrichtung zur Verwendung in Kombination mit dem Substrat 
umfaGt, wobei die Vorrichtung umfafk: 

Mittel zum Halten des Substrats; und 

optische . Mittel zum Betrachten des Inhalts des DurchfluBsystems mit Mesoscale- 
MaBstab im Substrat. 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, worin das optische Mittel eine 
Vergroderungsoptik und eine Videokamera umfafct und worin die Vorrichtung weiters 
umfalk: 

einen Kippmechanismus zum manuellen Einstellen des Winkels und der Position der 
Vorrichtung; und 

einen Videobildschirm zum Betrachten des Inhalts des DurchfluBsystems. 
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16. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin das 
DurchfluBsystem mit Mesoscale-MaBstab welters umfaBt: 

eine in Flussigkommunikation mit dem DurchfluBkanal stehende Kanalverzweigung; 
und 

zumindest zwei zusatzliche Offnungen, die mit dem DurchfluBkanal bzw. der 
Kanalverzweigung und dem AuBenraum des DurchfluBkanals kommunizieren; und 

worin die Vorrichtung weiters Ventilmittel umfaBt, um den FluB durch das 
DurchfluSsystem hindurch zu einer gewahlten zusatzlichen Offnung hin zu fuhren. 

1 7. Vorrichtung nach Anspruch 16, die weiters eine Vorrichtung zur Verwendung in 
Kombination mit dem Substrat umfaBt, wobei die Vorrichtung umfaBt: 

Mittel zum Halten des Substrats; 

FlussigkeitsfluBkanale, die an zumindest zwei der Offnungen angepaBt sind, wenn das 
Substrats im Haltemittel gehalten wird; und 

worin das FluSinduktionsmittel Pumpmittel umfaBt, die innerhalb der Vorrichtung in 
Flussigkommunikation mit den EinlaSoffnungen angeordnet sind, um innerhalb des 
DurchfluBsystems eine Stromung zu induzieren. 

18. Vorrichtung nach Anspruch 16 oder 17, worin das Ventilmittel innerhalb der 
Vorrichtung angeordnet ist. 

19. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin das 
Detektionsmittel umfaBt: 
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zumindest zwei Analyten-Detektionsbereiche im DurchfluBsystem in 
Flussigkommunikation mit der Zellenbehandlungsstruktur, wobei einer der 
Detektionsbereiche dazu ausgebildet ist, eine Probe zu analysieren, und der andere als 
Vergleich vorgesehen ist; und 

worin das FluBinduktionsmittel Mittel zum Herbeifuhren des Flusses einer Probe durch 
die Zellenbehandlungsstruktur hindurch und dann zu den beiden Detektionsbereichen 
hin umfaBt, wodurch ein Vergleich der Daten aus den Detektionsbereichen moglich 
wird. 

20. Vorrichtung nach einem der vorangegangenen Anspruche, worin das 
Detektionsmittel einen Detektionsbereich innerhalb des DurchfluSsystems mit 
Mesoscale-MaBstab zur optischen oder elektrischen Datenerfassung umfaBt, die 
AufschluB liber die Gegenwart oder die Konzentration eines Analyten in einer innerhalb 
des DurchfluBsystems enthaitenen Probe geben. 

21. Vorrichtung zum Analysieren einer flussigen, zellenhaltigen Probe, wobei die 
Vorrichtung umfaSt: 

ein festes Substrat, das mikrogenau so hergestellt ist, daS es definiert: 
eine ProbeneinlaSoffnung; und 

ein DurchfluSsystem mit Mesoscale-MaBstab, das durch Kammern und 
DurchfluBdurchgange mit Querschnittsabmessungen von etwa 0,1 bis 500 //m definiert 
ist, worin Kammern im Substrat auch groBere Abmessungen von einigen Millimetern 
haben konnen, wobei das DurchfluBsystem mit Mesoscale-MaBstab umfaBt: 


einen ProbendurchfluBkanal, der sich von der EinlaBoffnung weg erstreckt; und 
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einen Zellenbehandlungsbereich zur Behandlung von Zellen, der in 
Flussigkommunikation mit dem DurchfluGkanal angeordnet ist, wobei der 
Zellenbehandlungsbereich eine Zell-Lyse-Struktur umfaSt; 

Mittel zum Herbeifuhren des Flusses von Zellen in einer Probe durch den 
DurchfluBkanal mit Mesoscale-Mafcstab und den Zellenbehandlungsbereich, um Zellen 
in der Probe in Kontakt mit dem Zell-Lyse-Mittel zu drangen und dadurch Zellen in der 
Probe zu lysieren; und 

stromabwarts vom Zellenbehandlungsbereich angeordnete Mktel zum Detektieren eines 
Analyten in der lysierten Zellprobe. 

22. Verfahren zum Abtrennen einer Ziel-Subpopulation von Zellen in einer 
zellenhaltigen, flussigen Probe, folgende Schritte umfassend: 

(A) das Bereitstellen eines Probenflu&durchgangs mit Mesoscale-MaBstab mit 
Querschnittsabmessungen von etwa 0,1 bis 500 //m, der eine feste Wand umfaBt, auf 
der ein Bindeprotein tmmobilisiert ist, das fur ein an die Zellmembran gebundenes 
Protein, welches fur die Zielpopulation charakteristisch ist, spezifisch ist; 

(B) das Hindurchschicken einer zellenhaltigen, flussigen Probe durch den 
Durchgang unter Bedingungen, die das Einfangen von Vertretern der Ziel- 
Zellsubpopulation durch reversible Bindung des Proteins an immobilisiertes 
Zelloberflachenprotein, wahrend andere Zellen hindurchgehen konnen; und 

(C) das Andern der Bedingungen im FluRdurchgang, um die Ziel-Subpopulation 
der Zellen freizusetzen, ermoglichen. 


23. Verfahren nach Anspruch 22, worin in Schritt C die FiuRrate der Fliissigkeit im 
FluGdurchgang erhoht wird, um die Zellen von der festen Wand abzuscheren. 

24. Verfahren nach Anspruch 22, worin Schritt C durchgefuhrt wird, indem ein 
Losungsmittel in den Durchflufckanal eingebracht wird, das die Zellen von der festen 
Wand desorbiert. 
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